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Povzetek: V magistrskem delu sem se ukvarjal s študijem Fentonove reakcije in 
njej podobne reakcije z Fe(III) soljo. Ugotovil sem, da je sol tista, ki ima večji vpliv 
pri sami razgradnji organskih snovi kot peroksid. Klasična Fentonova reakcija, kjer 
se uporabljajo Fe2+ ioni je bolj učinkovita pri razgradnji kot Fentonovi podobna 
reakcija s prisotnimi Fe3+ ioni. Večje koncentracije dvovalentne soli so privedle do 
večjega razpada preiskovanih analitov. Cl– ioni predstavljajo lovilce hidroksilnih 
radikalov. Njihov interferenčni vpliv sem dokazoval z dodajanjem različnih 
koncentracij soli KCl v poskusno mešanico za Fentonovo reakcijo. Pri razpadu 
kofeina dodatek anionov ne vpliva na obseg razgradnje, medtem ko je pri teofilinu 
prišlo do ravno obratnega učinka. Skušal sem določiti še red reakcije, a se je 
izkazalo, da je reakcija neceloštevilskega reda. Reakcija razgradnje je najbolj 
učinkovita v kislem območju pri pH = 3, pri razgradnji pa nisem uspel detektirati 
spojin, ki bi absorbirale svetlobo valovnih dolžin do 230 nm, kjer je mejna valovna 
dolžina ocetne kisline. Tudi v masnih spektrih končne raztopine ni bilo mogoče 
določiti razgradnih produktov. Na koncu sem določil še pogoje razgradnje pod mejo 
zaznave HPLC sistema. To so: pH = 3, c(H2O2) = 100 μmol/L in c(Fe2+) = 100 
μmol/L. 















Degradation of caffeine and theophylline by Fenton reagent in aqueous solutions 
 
Abstract: In my master thesis I investigated the Fenton reaction and a similar reaction 
with Fe(III) salt. I found out that the salt in contrast to the hydrogen peroxide has a greater 
influence on the decomposition of the organic matter itself. The classical Fenton reaction 
using Fe2+ ions is more efficient in decomposition than the Fenton-like reaction with 
existing Fe3+ ions. Higher concentrations of the divalent salt led to a stronger 
decomposition of the analytes investigated. Cl- ions represent traps of hydroxyl radicals. 
I demonstrated their interference effect by adding different concentrations of KCl salt to 
the experimental mixture for the Fenton reaction. In the case of caffeine decomposition, 
the addition of anions had no effect on the extent of degradation, whereas the opposite 
effect occurred with theophylline. I tried to determine the order of the reaction, but it 
turned out that the reaction is of a non-integer order. The decomposition reaction is most 
effective in the acidic range at pH = 3, and during decomposition I could not detect any 
compounds that would absorb light with wavelengths up to 230 nm, where acetic acid cut 
off. No decomposition products could be determined in the mass spectra of the final 
solution either. Finally I determined the conditions for a 100% decomposition. These are: 
pH = 3, (H2O2) = 100 μmol/L in c(Fe2+) = 100 μmol/L 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
AOPs (ang. advanced oxidation processes) napredni oksidacijski procesi 
CHP kataliziran vodikov peroksid 
ESI ionizacija z razprševanjem v električnem polju 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
MQ dodatno očiščena deionizirana voda  
UV ultravijoličen  














V okolju se nahaja vse več farmacevtskih produktov ali njihovih metabolitov, ki so 
začeli predstavljati enega bolj problematičnih onesnaževalcev. Običajno se nahajajo 
v odpadnih vodah v koncentracijah od nekaj ng/L do μg/L, občasno pa jih zaznamo 
celo v podzemnih vodah [1]. 
 
Zaradi svetovne potrošnje kave in tobaka ali hrane ter pijače, ki vsebujejo kofein in 
nikotin, se te organske spojine, kot tudi njihovi metaboliti neprekinjeno vnašajo v 
vodno okolje, preko različnih poti. To so na primer industrijski odpadki, povezani s 
proizvodnjo kave ali neprečiščena komunalna voda [2]. 
 
Kofein se v našem telesu razgradi na končna produkta teobromin in teofilin. Kasneje 
se vse te snovi nahajajo v kanalizacijskih sistemih in je zato zelo verjetno, da se bodo 
nahajale tudi v odpadnih vodah. Topnost kofeina v vodi je namreč zelo visoka 21,7 
g/L [1], teofilina 8,3 g/L, teobromina pa 0,33 g/L [3]. 
 
1.1 Načini odstranjevanja onesnaževal iz okolja 
Te onesnaževalce je zelo težko popolnoma odstraniti iz sistema z običajnim 
čiščenjem vode. Pod te načine spada recimo uporaba adsorbentov. Največja ovira 
adsorpcijskih metod je dejstvo, da onesnaževalo le vežejo nase, ne pa ga tudi 
razgradijo. Tako postane adsorbent nov nevaren material, ki zahteva nadaljnje 
odstranjevanje iz okolja [4]. Čistilne naprave s svojimi metodami tudi ne morejo 
popolnoma razgraditi organskih spojin, zato je ključno iskanje drugih načinov 
oksidacije [5, 6]. 
 
Napredni oksidacijski procesi (AOPs) so oksidacijski procesi, pri katerih so kot 
glavni oksidanti prisotni hidroksilni radikali. Zavedati se je treba, da je na koncu 
procesa oksidacije prisotnih veliko spojin, ki so slabo razgrajene. To se da razložiti 
v smislu reaktivnosti hidroksilnih radikalov z določenimi preprostimi organskimi 
intermediati, ki nastanejo pri razgradnji organskih onesnaževal. Ti intermediati so 
na primer oksalna kislina, ocetna kislina, aceton. Lahko pa so to tudi klorirane 
spojine, kot je kloroform, tetraklorometan itd. [1]. Dobra stran reaktivnosti 
hidroksilnih radikalov je njihova neselektivnost pri napadu. To je dobro pri čiščenju 
odpadnih voda, saj le-te vsebujejo več različnih onesnaževal [7]. 
 
V postopkih naprednih oksidacijskih procesov se največ uporabljata Fentonov 
reagent, kjer gre za Fe(II) sol in H2O2 ter Fentonu podoben reagent, tu se uporablja 
Fe(III) sol v kombinaciji z vodikovim peroksidom. Fentonova oksidacija je najbolj 
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1.2 Fentonov mehanizem 
Pri Fentonovem mehanizmu gre za konstantno tvorbo hidroksilnih (·OH) radikalov 
iz reakcije Fe(II) z vodikovim peroksidom, ki jo prikazuje prva reakcija spodaj. V 
drugi reakciji prihaja le do regeneracije Fe(II) iona z redukcijo Fe(III) iona, pri 
čemer nastane superoksidni radikal, regenerirani Fe(II) pa zopet vstopa v 1. reakcijo. 
 
Fe(II) + H2O2 → Fe(III) + ·OH + OH– 
Fe(III) + H2O2 → Fe(II) + ·O2– + 2H+ 
 
Na tak način tvorjen hidroksilni radikal je najmočnejši oksidant, ki se uporablja za 
sanacijo okolja in ima oksidacijski potencial 2,8 V [8, 9]. Oksidacija organskih spojin s 
hidroksilnimi radikali je eksotermna [8].  
 
Hidroksilni radikali delujejo kot oksidanti pri razgradnji organskih spojin, kot sta na 
primer kofein in teofilin. Raztopini vodikovega peroksida skupaj z železovimi ioni, iz 
česar dobimo hidroksilne radikale rečemo tudi kataliziran vodikov peroksid (CHP) [8]. 
  
Kemizem reakcij v raztopini kataliziranega vodikovega peroksida je bolj kompleksen,  
na kar kažejo spodnje reakcije.  
 
OH· + Fe2+ → OH– + Fe3+ 
Fe3+ + H2O2 → H+ + HO2· + Fe2+ 
Fe2+ + HO2· → Fe3+ + HO2– 
Fe3+ + HO2· → Fe2+ + O2 + H+ 
OH· + H2O2 → H2O + HO2· 
 
Pri vseh teh dodatnih reakcijah prihaja do tvorbe tako oksidantov kot reducentov, ki 
skupaj pripomorejo k razgradnji onesnaževala [8]. 
 
Zgoraj omenjene reakcije, povezane s CHP so zelo učinkovite pri razgradnji mnogih 
organskih spojin, raztopljenih v podzemnih vodah. Prav tako pa lahko pride do razgradnje 
na zemljo sorbiranih organskih spojin kot tudi organskih spojin, ki obstajajo kot nevodne 
fazne tekočine [8]. Obstajajo pa primeri spojin, kot so aromatske spojine, ki jih s 
Fentonovo reakcijo ne moremo popolnoma mineralizirati do CO2. Razlog so kompleksi, 
ki jih tvori Fe3+ z ustvarjenimi karboksilnimi kislinami, kot je na primer oksalna kislina. 
Te komplekse je z oksidacijo zelo težko uničiti [10].  
 
Reakcije Fentonovega mehanizma so bolj učinkovite v kislem pH-ju, tj. pri pH, nižjem 
od 5 [8]. Optimalen pH medija za aplikacijo Fentonove reakcije je 3 [11, 12]. Oksidacija 
Fe2+ v Fe3+ s strani ostalih reagentov je v teh pogojih minimalna. V kislih pogojih je prav 
tako odsoten bikarbonat, ki lahko tekmuje z organskimi snovmi za hidroksilne radikale 
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[8]. Vplivajo pa na učinkovitost Fentonovega mehanizma tudi drugi parametri. To so: 
temperatura, koncentracija raztopljenega kisika, koncentracija reagentov ter narava in 
koncentracija samih organskih spojin, ki jih želimo razgraditi [13, 12]. 
 
S kinetskega vidika gre tu za hitro reakcijo, katere konstante hitrosti so v območju od 107 
do 1010 M–1s–1 in je 100-odstotna mineralizacija zaključena v nekaj minutah [8, 9]. A če 
so koncentracije H2O2 previsoke, to privede do slabše razgradnje. Nezreagiran presežen 
H2O2 je lovilec ·OH in tako tvori šibkejši perhidroksilni radikal, kar vodi do slabše 
učinkovitosti razgradnje [14].  
 
Kot intermediati reakcije med hidroksilnimi radikali in organskimi snovmi se v glavnem 
pojavljajo karboksilne kisline. Končna produkta oksidacije sta ogljikov dioksid in voda. 
Niti eden od reagentov, potrebnih za Fentonovo reakcijo ne predstavlja nevarnosti za 
okolje. Neporabljen vodikov peroksid se spontano razgradi do kisika in vode [8].  
 
Anorganski ioni, predvsem Cl–, delno pa tudi SO42–, ki so prisotni v odpadnih vodah 
ali dodani kot reagenti v obliki (FeSO4, FeCl3, HCl, H2SO4), imajo lahko signifikantni 
vpliv na celokupno hitrost reakcij v Fentonovem procesu. Ti anioni namreč tekmujejo 
z organskimi snovmi za hidroksilne radikale in tako vplivajo na znatno zmanjšanje 
efekta razgradnje organskih spojin [1, 15]. Reakcije, ki to potrjujejo, so prikazane 
spodaj. 
 
·OH + Cl– ↔ ClOH·– 
·OH + HSO4– ↔ SO4·– + H2O 
·OH + HCO3– → H2O + CO3·– 
·OH + CO32– → OH– + CO3·– 
 
Lahko pride tudi do reakcij obarjanja in kompleksacije z Fe(II) oziroma Fe(III) ioni, 
ki se tako izločijo iz raztopine ali pa se zmanjša njihova reaktivnost [1], kar 
prikazujejo reakcije spodaj. 
 
Fe2+ + Cl– ↔ FeCl+ 
Fe2+ + SO42– ↔ FeSO4 
Fe3+ + Cl– ↔ FeCl2+ 
Fe3+ + SO42– ↔ FeSO4+ 
 
1.3 Mehanizmi razpada organskih onesnaževal 
Literatura opisuje, da je napad hidroksilnih radikalov na organske spojine navadno 
osredotočen na dvojne vezi. Posledično se kompleksne molekule lažje razgradijo kot 
kratke linearne [16]. V splošnem hidroksilni radikali napadejo organska onesnaževala na 
štiri osnovne načine: radikalska adicija, abstrakcija vodika, preko elektronskega prenosa 
in radikalske kombinacije. Tako dobimo organske spojine, ki imajo radikal centriran na 
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ogljikovem atomu (R· ali R·–OH). S kisikom nadalje te zvrsti tvorijo organske peroksi 
radikale (ROO·). Vsi ti radikali nadalje reagirajo s H2O2 in superoksidnim radikalom. To 
vodi v končno razgradnjo in celo mineralizacijo teh organskih spojin [17]. 
 
V teoriji je razložen tudi možen mehanizem razgradnje kofeina kot tudi teofilina s 
hidroksilnimi radikali. Pri kofeinu gre za in situ tvorbo prostih hidroksilnih radikalov. Ti 
nato napadejo molekulo kofeina, ki se nato stopenjsko pretvori do N,N-dimetilparabanske 
kisline (N,N-dimethylparabanic acid) [18]. Hidroksilni radikali na začetku napadejo 
dvojno vez med C4 in C8 atomoma v molekuli kofeina [19]. Spodaj je prikazana slika 


















Dimetilparabanska kislina se omenja kot glavni intermediat pri razgradnji kofeina s 
Fentonovim reagentom. Spodaj prikazani ultravijolični spekter svetlobe - vidni spekter 
svetlobe (UV-VIS) spekter parabanske kisline - kaže na to, da je maksimalna absorbanca 
dosežena pri valovni dolžini 211 nm (slika 2). Uporabljeno topilo pri snemanju tega 
spektra je bil metanol, sicer pa je šlo za nevtralne pogoje [20]. Sklepam, da 
dimetilparabanska kislina absorbira pri podobni valovni dolžini, saj so strukturne razlike 
med obema minimalne in nimajo velikega vpliva na položaj maksimuma absorbcije.  
 
Slika 1  Slika 1: Razgradnja kofe n  s hidroksilnimi radikali 
 
 




















Paul Sunil s sodelavci [21] opisuje tudi set reakcij in produkte, ki nastanejo ob reakciji 
teofilina s hidroksilnimi radikali. Za razliko od zgoraj opisane razgradnje kofeina, kjer so 
do hidroksilnih radikalov prišli iz vodikovega peroksida z redoks reakcijo, ki je značilna 
za Fentonov mehanizem, so pri razgradnji teofilina hidroksilne radikale tvorili s pomočjo 
fotolize vodikovega peroksida. Ampak ključno je potem nadaljevanje, kako ti ·OH, 




Slika 3: Predlagane poti razgradnje teofilina pri reakciji s ·OH 
Slika 2  Slika 2: UV-VIS spekter parabanske kisline 
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V zgoraj prikazani shemi predlaganih razgradnih produktov teofilina pri reakciji s 
hidroksilnimi radikali (slika 3) je razvidno, da so v prvi stopnji predstavljeni primarni 
produkti, stopnji 2 in 3 pa prikazujeta produkte, ki nastanejo kot posledica nadaljnjega 
razpada primarnih produktov [21]. 
 
Za nastanek primarnih produktov sta odgovorni dve različni reakciji, ki obe tečeta preko 
intermediatov. Primarni transformacijski produkt reakcije hidroksilnih radikalov s 
teofilinom, ne glede na reakcijske pogoje, je 1,3-dimetilurna kislina. Do njenega nastanka 
pride zaradi hidroksilacije teofilina na ogljiku 8. Nastane intermediat (T8-OH)·. Za tem 
pride do njegove enoelektronske oksidacije, kateri sledi deprotonacija [21]. Reakcijo 
prikazuje slika 4. 
 
 
Slika 4: Reakcijski mehanizem nastanka 1,3-dimetilurne kisline 
1- in 3-metilksantin nastaneta kot posledica demetilacije metilnih stranskih verig 
teofilina. Prvi korak mehanizma vključuje abstrakcijo vodika iz ene od metilnih stranskih 
verig (na primer N3-CH3 v spodnji reakciji (slika 5)). Tako nastane ogljikov radikal, ki je 
v reakcijskem mehanizmu prikazan kot T(-H)·. Takojšen enoelektronski prenos iz tega 
ogljikovega radikala, kateremu sledi hidroliza, vodi v nastanek hidroksimetil 
intermediata. Sprostitev hidroksimetilnih skupin iz tega vmesnega intermediata povzroči 
nastanek 1-metilksantina [21]. Če bi v prvem koraku prišlo do abstrakcije vodika iz druge 




Slika 5: Reakcijski mehanizem nastanka 1-metilksantina 
Nastanek izomernih sečnih kislin, ki sta produkta, opisana v 2. stopnji sheme razgradnih 
produktov, je razložen z dvema različnima mehanizmoma. Prvi je hidroksilacijsko-
demetilacijski protokol, v katerem pride do demetilacije 1,3-dimetilurne kisline, ki 
nastane kot rezultat hidroksilacije teofilina na ogljiku 8. Demetilacija se lahko zgodi na 
mestih N1 in N3-CH3, kar vodi do nastanka 1- oziroma 3-metilurne kisline. Tudi s 
hidroksilacijo 1- oziroma 3-metilksantina na mestu C 8 lahko pridemo do 1- oziroma 3-
metilurne kisline. Če pa pride do demetilacije 1- oziroma 3-metilksantina na mestih N1 in 
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Slika 6: Nastanek produktov iz 2. stopnje sheme razgradnih produktov teofilina 
Domneva se, da je odprtje imidazolnega obroča intermediata (T8-OH)· odgovorno za 
nastanek spojin od ix do xiv v 3. stopnji sheme razgradnih produktov. Nepojasnjeni 
spojini vii in viii sta zaznavni v sledovih in običajno nista najdeni v oksidativnih pogojih. 
Mehanizem njunega nastanka v reduktivnih pogojih v tej študiji ni znan [21].  
 
1.4  Fentonu podoben mehanizem 
Fentonu podoben mehanizem ima za osnovni Fe(III) ion. Spontana reakcija med 
H2O2 in Fe(III) vodi do tvorbe dveh fero-peroksi kompleksov (Fe(III)(HO2))2+ in 
(Fe(III)(OH)(HO2))+. V nadaljevanju se ta dva kompleksa razgradita, tako dobimo 
Fe(II). Kritični korak v tem mehanizmu je redukcija Fe(III), saj tako dobimo Fe(II), 
ki lahko nato ob direktni reakciji z H2O2 vodi v nastanek potrebnih hidroksilih 
radikalov [1]. Reakcije Fentonu podobnega mehanizma so prikazane spodaj. 
 
(Fe(III)(HO2))2+ → Fe(II) + ·HO2 
(Fe(III)(OH)(HO2))+ → Fe(II) + ·HO2 + OH– 
Fe(III) + H2O2 ↔ (Fe(III)(HO2))2+ + H+ 
FeOH2+ + H2O2 ↔ (Fe(III)(OH)(HO2))+ + H+ 
 
1.5 Drugi načini razgradnje s hidroksilnimi radikali 
Res, da so napredni oksidacijski procesi obetajoči, a se vseeno iščejo alternative tudi za 
njih. To so na primer mikrobne in encimske metode. Od AOPs so pri razgradnji kofeina 
preučevali predvsem ozonacijo, foto-Fentonovo reakcijo in nevtralno foto- entonovo 
reakcijo. Rezultati so spodbudili k iskanju alternativ. Razgradnja z ozonacijo je 
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namreč prepočasna, prav tako je še vedno moč najti več reakcijskih intermediatov in 
transformacijskih produktov. Foto-Fentova reakcija pa kofeina ne more razgraditi v 
celoti, prav tako mora biti zelo optimizirana, da postane zares uporabna [5].  
 
Ena od alternativ je heterogena fotokataliza. Tu se uporablja svetlobna energija za 
vzbujanje polprevodnih materialov. Tako dobimo par elektron/praznina, kjer pride do 
procesa oksidacije organskih onesnaževal, s pomočjo tvorbe superoksidnega aniona in 
hidroksilnega radikala [22]. 
 
Eden od takih polprevodnih materialov je tudi TiO2, kjer je za tvorbo hidroksilnih 
radikalov potrebna UV-svetloba valovne dolžine pod 385 nm [23]. Za nastanek 
hidroksilnih radikalov sta tu potrebna voda in kisik. Foton svetlobe z ustrezno valovno 
dolžino izbije elektron iz valenčnega v prevoden pas in tako ustvari praznino v 
valenčnem, v prevodnem pasu pa dobimo en dodaten elektron. Tako praznina kot elektron 
migrirata na površino delca, kjer nato reagirata bodisi s kisikom bodisi z vodo. Praznina 
reagira lahko z vodo, lahko tudi s hidroksidnimi ioni in pri tem nastane hidroksilni radikal. 
Medtem ko dodaten elektron v prevodnem pasu reagira z raztopljenim molekularnim 
kisikom, kar vodi v nastanek superoksidnega aniona [24]. Ta superoksidni radikal reagira 
z vodo in nastane vodikov peroksid, ki nato razpade na dva ·OH radikala (slika 7). 
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1.6 HPLC – MS tehnika 
Del mojega magistrskega dela temelji tudi na delu z masnim spektrometrom, kateri je bil 
sklopljen z visoko - ločljivostno tekočinsko kromatografijo (HPLC), kot način ionizacije 





























































Slika 8 Ionizacija z razprševanjem v električnem polju, ESI (z dovoljenjem prof. dr. Helene Prosen) 
 
Pri ESI-tehniki gre za to, da preko pozitivno nabite kapilare tvorimo pozitivno nabite 
kapljice raztopine. Te kapljice se nahajajo v območju zračnega tlaka. Z vročim zrakom 
ali inertnim plinom dušikom odparevamo topilo iz kapljic, zato moramo v osnovi pri 
ločitvi s tekočinsko kromatografijo uporabljati hlapne mobilne faze. Posledično postajajo 
kapljice vedno manjše, količina naboja pa se na njih ne zmanjšuje. Ker je gostota naboja 
tako vedno večja, pride naposled do kulombske eksplozije, tako dobimo ustrezno nabit 
analit, ki ga vodimo naprej v masni analizator. Lahko dobimo tudi večkrat nabite ione, 
kot tudi adukte s kationi alkalijskih kovin ipd. Občutljivost tehnike je odvisna od 
koncentracije, ne od absolutne množine. Prednost tehnike je v tem, da gre tu za mehak 
način ionizacije, s katerim ohranimo molekulski vrh, ki ga na primer pri obstreljevanju s 
hitrimi elektroni velikokrat izgubimo.  
 
V mojem primeru je bil analizator kvadrupol. Pri tem analizatorju imamo štiri vzporedne 
cilindrične palice, pri čemer sta po dve nasprotni enako nabiti. Te palice delujejo kot 
elektrode. Ione med palice pospešimo s potencialno razliko od 5 do 10 V. V vsakem 
trenutku vsi ioni, razen tistih s točno določenim m/z, trčijo ob palice in se tako pretvorijo 
v nevtralne molekule [26]. Iz tega sledi tudi njegova slaba občutljivost, saj se vedno 
določenega dela ionov znebimo. Njegova prednost je v kratkih časih skeniranja (< 100 
ms), kar je uporabno za skeniranje kromatografskih eluentov v realnem času. 
 
Resolucija kvadrupola je določena z razmerjem med izmenično in enosmerno napetostjo 
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in postane maksimalna, ko je to razmerje le malo manj kot 6. Danes imamo na razpolago 
kvadrupolne masne spektrometre, katerih območje detekcije se razteza do 3000 oz. 4000 
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2. Namen dela 
 
Namen magistrskega dela je bil izvesti Fentonovo reakcijo, pri čemer sem kot analita 
uporabljal teofilin in kofein.  
 
Hipoteza 1: Kovina in vodikov peroksid vplivata na učinkovitost reakcije, zato sem 
v eksperimentu ugotavljal, kateri reagent ima večji vpliv.  
 
Hipoteza 2: Ker Fe2+ neposredno vstopa v reakcijo nastanka hidroksilnih radikalov, 
sem domneval, da je Fe2+ bolj učinkovit od Fe3+, v eksperimentu sem ugotavljal še 
vpliv različnih koncentracij iona Fe2+ na učinkovitost razgradnje. 
 
Hipoteza 3: Kloridni ioni najbolj zavirajo Fentonovo reakcijo, kar sem hotel še 
eksperimentalno potrditi. 
 
Hipoteza 4: Optimalni pH medija za Fentonovo reakcijo je pH 3, v eksperimentu sem 
hotel ugotoviti tako vpliv bazičnega kot kislega pH-ja. 
 
Ker sem optimalne pogoje medija za razgradnjo že poznal, sem želel določiti še 
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3. Eksperimentalni del 
 
3.1 Kemikalije: 
• Metanol (Honeywell; čistost 99,99 %) 
• Etanojska kislina (Sigma Aldrich; čistost 99,8 %) 
• Kofein (Fluka Chemika; čistost ≥ 99 %) 
• Teofilin (Fluka Chemika; čistost ≥ 99 %) 
• Vodikov peroksid (Sigma Aldrich; 30 % raztopina) 
• Amonijev železov(II) sulfat heksahidrat (Merck; čistost 99,5 %) 
• Železov(III) klorid heksahidrat (Merck; čistost 99,5 %) 
• Kalijev klorid (Merck; čistost 99,5 %) 
 
3.2 Eksperimentalni pogoji na HPLC: 
• Tekočinski kromatograf Knauer advanced scientific instruments 
• C8 kolona Phenomenex, 250 x 4 mm, 5μ delci polnila 
• Način detekcije je bil UV-VIS z valovno dolžino detekcije 272 nm 
• Volumen injiciranja je znašal 20 μl 
• Pretok mobilne faze je znašal 0,7 ml/min 
• Mobilna faza se je mešala v razmerju A/B = 30/70 
• Čas analize je znašal 10 min 
• Sestava mobilnih faz:  
- Mobilna faza A je bila mešanica 225 ml MQ, 250 ml metanola in 25 
ml ocetne kisline 
- Mobilna faza B je vsebovala 475 ml MQ ter 25 ml ocetne kisline 
 
3.3 Priprava raztopin za umeritveno krivuljo 
V dve 20-mililitrski bučki sem natehtal 0,0204 g teofilina in 0,0206 g kofeina. Tako 
sem pripravil 1,02 mg/ml raztopino teofilina in 1,03 mg/ml raztopino kofeina. Nato 
sem od vsake ločeno pripravljene raztopine odpipetiral 2 ml v 20-mililitrsko bučko, 
ki sem jo dopolnil do oznake z dodatno očiščeno deionizirano vodo (MQ). Dobil sem 
osnovni mešani standard s koncentracijo kofeina 0,103 mg/ml in koncentracijo 
teofilina 0,102 mg/ml. Iz tega standarda sem nato pripravil šest mešanih standardov 
različnih koncentracij, ki sem jih nato uporabil za umerjanje instrumenta. Točne 
koncentracije in odpipetirani volumni osnovnega mešanega standarda v 20-
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Tabela 1: Koncentracije standardnih raztopin kofeina in teofilina 
 
γ teofilin [mg/L] γ kofein [mg/L] V [μL] 
10,2 10,3 2000 
5,1 5,15 1000 
2,04 2,06 400 
1,02 1,03 200 
0,51 0,515 100 
0,204 0,206 40 
 
3.3.1 Priprava raztopin za Fentonu podobno reakcijo 
Pri testiranju vpliva posameznega reagenta na učinkovitost reakcije sem pripravil 
raztopino FeCl3 s koncentracijo 50 mg/L, ki sem ji dodal 3-odstotno raztopino H2O2. 
Natehtal sem 0,0050 g soli in to raztopil v 100-mililitrski bučki z dodajanjem MQ. 
Raztopina Fe(III) soli je stabilna, zato sem vse poskuse delal s to vnaprej pripravljeno 
raztopino. 3-odstotno raztopino H2O2 sem pripravil tako, da sem odpipetiral 2 ml 30-
odstotnega vodikovega peroksida in to razredčil z MQ v 20 ml bučki. Ker vodikov 
peroksid spontano razpada na kisik in vodo sem 3-odstotno raztopino ob vsakem 
poskusu vedno znova sveže pripravil. Pri vsakem poskusu sem kot analit uporabil 
raztopino mešanega standarda masne koncentracije 5 mg/L. 
 
Nato sem izvajal še vpliv reakcije na vsak analit posebej. V ta namen sem pripravil 
raztopino soli FeCl3 tako, da sem natehtal 0,0207 g soli v 20-mililitrsko bučko. 
Odpipetiral sem 95 μL te raztopine in jo razredčil v 50-mililitrski merilni bučki. S 
tem sem prišel do raztopine soli koncentracije 12,12 μmol/L. Pripravil sem dve 
ločeni 50-mililitrski bučki, v kateri sem odpipetiral po 25 ml 12,12 μmol/L raztopine 
soli. V eno sem dodal 95 μL osnovne 1,03 g/ml raztopine kofeina, v drugo pa 89 μL 
osnovne 1,02 g/ml raztopine teofilina. V obe bučki sem dodal še 114 μL 0,03 % H2O2, 
ki sem ga pripravil tako, da sem v 50-mililitrsko svežo bučko odpipetiral 50 μL 30-
odstotni H2O2 in to razredčil z MQ do oznake. Tako sem dobil končne koncentracije 
posamezne spojine v bučki za poskus, ki so znašale 20,12 μmol/L H2O2, 6,06 μmol/L 
FeCl3, 10,08 μmol/L kofeina in teofilina. Poleg tega sem pripravil tudi ločeni 10,08 
μmol/L raztopini analitov tako, da sem po dodatku osnovnih raztopin analitov, obe 
raztopini le razredčil do oznake (50-mililitrska bučka) z MQ vodo. 
 
3.3.2 Priprava raztopin za Fentonovo reakcijo 
Tudi v tem primeru sem opravljal  poskuse na vsakem analitu posebej, pri čemer sem 
koncentracijo H2O2 ves čas ohranjal enako, in sicer približno 20 μmol/L, 
koncentraciji obeh analitov sta bili tudi ves čas enaki - okoli 10 μmol/L, medtem ko 
sem poskuse izvajal pri treh različnih koncentracijah soli Fe2+ (približno 6, 12 in 20 
μmol/L). Pri pripravi raztopin soli sem moral paziti na to, da imam tu opravka z Fe(II), 
ki lahko ob prisotnem kisiku bodisi iz zraka bodisi raztopljenem v vodi okisidira v 
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Fe(III). Temu sem se izognil tako, da sem približno 300 ml MQ vode, s katero sem 
pripravljal vse raztopine, predhodno 30 minut prepihoval z N2. Nato sem le dopolnil 
bučke do oznake in vrat vsake bučke nad raztopino ponovno prepihal. Šele za tem 
sem lahko vsebino vsake bučke posebej premešal, tako da sem dobil homogeno 
raztopino. Iz tako ločeno pripravljenih raztopin analitov, soli in vodikovega 
peroksida, sem pripravil poskusno mešanico (Fe2+ + H2O2 + kofein/teofilin). Poleg 
tega sem pripravil še dve ločeni raztopini analitov koncentracije cca. 10 μmol/L. 
Zanju sem prav tako potreboval prepihano MQ vodo in tudi tu sem izvedel ves proces 
prepihovanja, da sem ohranjal pogoje dela ves čas enake. Zaradi že zgoraj opisanega 
razloga nestabilnosti H2O2 in dejstva, da je sol občutljiva na prisotnost kisika sem za 
vsak poskus posebej vse raztopine vedno znova sveže pripravljal. 
 
3.4 Testiranje vpliva interferenčnih Cl– ionov 
Tu sem izvajal poskuse, s katerimi sem skušal določiti vpliv Cl– ionov, ki bi naj po 
teoriji predstavljali interferenčne ione. V ta namen sem pripravil več različnih 
raztopin vsakega analita posebej. Kot sol sem uporabljal tudi tu Fe(II), saj se je prej 
izkazala kot bistveno bolj učinkovita pri sami razgradnji organskih analitov. 
Koncentracija soli v končni raztopini je bila približno 20 μmol/L, tudi koncentracija 
H2O2 v končni raztopini je znašala približno 20 μmol/L. Koncentracija vsakega 
analita posebej v končni raztopini je znašala 10 μmol/L. Te vrednosti so bile enake v 
vseh treh pripravljenih raztopinah za poskus, vsaka raztopina pa se je razlikovala v 
koncentraciji dodanega KCl. Delal sem s tremi različnimi koncentracijami 
kalijevega klorida v končni raztopini, in sicer 20, 40 in 80 μmol/L. KCl kot sol sem 
uporabil zato, ker je nevtralna kar se tiče pH-ja in zato se pH teh raztopin ni nič 
razlikoval od pH-ja raztopine, kjer je potekala Fentonova reakcija brez dodane 
interferenčne soli. Tako so bili pogoji dela povsod enaki in sem lahko rezultate 
primerjal med seboj. Ker sem tudi tu delal z Fe2+ ioni, sem moral prav tako vse 
raztopine in tudi MQ vodo prepihati z N2 po enakem postopku, kot sem ga opisal že 
v poglavju o Fentonovem mehanizmu. 
 
3.5 Ponovljivost 
Z obema analitoma sem izvajal še eksperimente ponovljivosti. Pripravil sem dve 
ločeni poskusni raztopni, kjer je bila obakrat koncentracija Fe2+ soli 20 μmol/L, prav 
tolikšna je bila tudi koncentracija H2O2. Končni koncentraciji analitov v poskusnih 
raztopinah sta znašali 10 μmol/L. Vsak analit sem testiral trikrat, pri čemer so bili vsi 
poskusi med sabo neodvisni. Vsako merjenje reakcije je trajalo 3 ure, pri čemer sem 
prvo injiciranje izvedel ob pripravi raztopine, ki je vsebovala zgolj analit, ne pa tudi 
reagentov, potrebnih za reakcijo. S tem sem dobil vrednost odziva ob času t = 0 min. 
Nato sem pripravil poskusno raztopino in injiciral po 15 minutah, sledilo je 
injiciranje po 30 minutah priprave poskusne raztopine, za tem sem do konca injiciral 
na vsake pol ure. 
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3.6 LC – MS analiza 
Ker sem želel potrditi razgradne produkte kofeina, kot so navedeni v shemi razpada v 
uvodu, sem v ta namen pripravil štiri testne raztopine. To so bile raztopine kofeina s 
koncentracijo 10 µmol/L ter minimalnimi kot tudi maksimalnimi koncentracijami 
reagentov. Minimalne so znašale 5 µmol/L Fe2+ in 5 µmol/L H2O2, maksimalne pa 100 
µmol/L Fe2+ in 100 µmol/L H2O2. Variiral pa sem tudi pogoje dela, in sicer sem delal pri 
pH = 3 in pH = 9, da sem pokril obe skrajnosti, tudi kar se pogojev tiče.  
 
S temi raztopinami (min pH = 3, max pH = 3, min pH = 9 in max pH = 9) sem napolnil 
viale, ki sem jih nato dal na LC–MS analizo. Tu me ni zanimalo, kaj se z raztopinami 
dogaja skozi čas, ampak sem hotel le detektirati, kakšen končni razgradni produkt analize, 
ki bi nastal z razgradnjo kofeina.  
 
Ker po prvem testiranju z zgoraj omenjenimi koncentracijami, ni bilo nobenih omembe 
vrednih rezultatov, sem pripravil nove testne raztopine, ki so vsebovale višje 
koncentracije vseh komponent. Smatral sem namreč, da bi višja koncentracija analita 
prispevala ne samo k višjemu vrhu za analit, ampak bi zato nastalo tudi več dotičnega 
razgradnega produkta, ki bi se na MS-spektru nato signifikantno ločil od šuma. Pogoji 
dela kar se pH-ja tiče so ostali enaki kot prej. Te koncentracije so sedaj znašale: 
minimalne 50 µmol/L Fe2+ in 50 µmol/L H2O2, maksimalne pa 1000 µmol/L Fe2+ in 1000 
µmol/L H2O2. Tudi koncentracija kofeina se je za 10-krat dvignila, in sicer je po novem 
znašala 100 µmol/L. Opazil sem spremembe pri barvi raztopin, in sicer pri maksimalnih 
vrednostih koncentracij. Tako pri pH = 3 kot tudi pri pH = 9. pH 3 je dal motno raztopino, 
medtem ko je bila raztopina v bazičnih pogojih rumenooranžno obarvana. Obe raztopni 
sem prefiltriral skozi 0,45 µm filter in jih dal v analizo. Raztopina v kislem pH-ju je bila 
po filtriranju bistra, medtem ko je bila raztopina v bazičnem pH-ju še vedno rahlo rumene 
barve. 
 
3.7 Optimalni pogoji za Fentonovo reakcijo 
3.7.1 Vpliv pH-ja medija na hitrost in učinkovitost Fentonove reakcije  
Pripravil sem 4 različne pufre z vrednostmi pH 3, 5, 7 in 9. Vsi štirje pufri so bili 
pripravljeni iz enakih reagentov, in sicer 0,01 M raztopine H3PO4 ter 0,01 M raztopine 
Na2HPO4. pH sem uravnaval z 0,1 M raztopino NaOH. Te pufre sem uporabljal kot medij, 
v katerem sem pripravljal raztopine H2O2 (0,03-odstotna raztopina), Fe2+ (0,00255 M) ter 
raztopini analitov (kofein 0,0053 M in teofilin 0,0057 M). Vsak pripravljen pufer sem 
pred tem prepihoval z N2 cca. 20 minut. Prav tako sem potreboval tudi raztopino analitov 
za analizo ob času t = 0 min. Tu je bila koncentracija posameznega analita 10 µmol/L. 
Kot zadnjo raztopino, ki sem jo moral še pripraviti, sem pripravljal poizkusno raztopino, 
kjer je tekla reakcija. Tam so bile koncentracije H2O2 20 µmol/L, Fe2+ prav tako 20 
µmol/L ter analita 10 µmol/L. Ločeno sem izvajal reakcije, kjer sem razgrajeval kofein 
in kjer sem razgrajeval teofilin.  
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Priprava pufrov pri pH 3 in 5 je potekala brez težav. Sol kisline, s katero sem začenjal, je 
imela pH okrog 8,5 tako, da sem nato le še dodajal kislino, da sem prišel do potrebnega 
pH-ja. Težava se je začela pojavljati, ko sem pripravil pufer s pH 7. Ko sem v njem skušal 
raztopiti sol Fe2+, je raztopina pomotnela. Kljub predhodnemu prepihovanju je prišlo 
verjetno do takojšnje oksidacije Fe2+ v Fe3+ in ker ima Fe3+ izrazito oranžnorjavo barvo, 
je raztopina pomotnela (soli je bilo malo). Težavo sem skušal rešiti s tem, da sem 
zamenjal pufer, in sicer sem naredil amonijakalni pufer, pri čemer sem kot reagente 
uporabljal 0,01 M raztopino NH4Cl in NH3 (1+4), pH pa sem tokrat reguliral z 0,1 M 
HCl. Menjava pufra prav tako ni prinesla rešitve problema. Tokrat je pri raztapljanju soli 
prišlo do nastanka modrozelene oborine. Nato sem zamenjal pufer tako, da sem ostal pri 
fosfatnem pufru, ki je bil uporabljen tudi za kisle medije, le da sem sol posebej raztapljal 
v prepihani MQ, vse ostale reagente in končni raztopini za analizo pa sem redčil oz. 
raztapljal s prepihanim pufrom. Tako sem delal tudi pri pufru s pH 9. To je naposled rešilo 
mojo težavo in omogočilo nadaljnje analize.  
 
Tudi pufer s pH 7 sem pripravljal na enak način kot 3 in 5, torej, da sem začel z raztopino 
Na2HPO4, kateri sem dodal H3PO4. pH 9 pa je zahteval malo drugačen pristop, saj je 
imela sama sol prenizko vrednost pH-ja. Zato sem dodal nekaj kapljic 0,1 M NaOH, da 
sem še bolj naalkalil raztopino soli, kateri sem nato dodajal H3PO4, da sem dosegel željen 
pH. Po vsakem končanem eksperimentu sem še enkrat s pH-metrom pomeril vsako 
poskusno raztopino. S tem sem se prepričal, da so reakcijski pogoji kar se pH-ja tiče še 
vedno taki, kot bi za dotično analizo morali biti.  
 
3.7.2 Določanje optimalne koncentracije reagentov za razgradnjo  
Kot medij za raztopine sem tudi tu uporabljal fosfatne pufre s pH 3, 5, 7 in 9. Enako kot 
pri testiranju vpliva pH-ja na reakcijo sem tudi tu v nevtralnem in bazičnem sol posebej 
raztopil v prepihani MQ vodi za razliko od ostalih spojin, ki sem jih raztopil v prepihanem 
pufru. V kislem sem vse spojine raztopil v prepihanih pufrih. Pufre sem kot medij 
uporabil tudi pri vseh raztopinah čistega analita za merjenja ob časih t = 0 min, kot tudi 
pri vseh poskusnih raztopinah, kjer je tekla reakcija.  
 
Preko večih poskusov sem moral ugotoviti, katera koncentracija dodanega vodikovega 
peroksida povzroči največji delež razpada. V ta namen sem testiral tri različne 
koncentracije: 5 µmol/L, 50 µmol/L in 100 µmol/L (v poskusni raztopini). Pri vsakem 
poskusu, kjer sem spreminjal koncentracijo H2O2, sem imel v končni poskusni raztopini 
vedno enako koncentracijo soli, ki je znašala 20 µmol/L. Prav tako je imela vsaka 
poskusna raztopina tudi vedno enako koncentracijo obeh analitov, in sicer 10 µmol/L. 
Vse tri različne koncentracije H2O2 sem tako testiral pri vsakem od štirih pufrov. Tako 
sem dobil pogoje, pri katerem pH-ju in pri kateri koncentraciji H2O2 je reakcija razpada 
najbolj učinkovita. Nato pa sem pri teh pogojih spreminjal še koncentracijo dodane soli 
Fe2+. Tudi tu sem variiral tri različne koncentracije. Prav tako so znašale 5 µmol/L, 50 
µmol/L in 100 µmol/L. To so bile koncentracije soli v končni poskusni raztopini. 
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Koncentracija analita je ostala enaka, 10 µmol/L.  
 
S temi poskusi sem našel pogoje, pri katerih pridem s koncentracijo analita pod mejo 
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4. Razprava in rezultati 
 
4.1 Študij linearnosti 
Posnel sem kromatograme standardnih raztopin, iz katerih sem določil umeritveni 
krivulji (sliki 9 in 10) za oba preiskovana analita. Enačba premice, dobljene po 
metodi najmanjših kvadratov, ponazarja zvezo med odzivom instrumenta (ploščino) 








Slika 10: Umeritvena krivulja – teofilin 
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4.2 Vpliv reagentov na učinkovitost Fentonu podobne reakcije 
Testiral sem tako vpliv soli FeCl3 kot tudi vpliv H2O2 na razgradnjo analitov. To sem 
delal tako, da sem ohranjal konstantno koncentracijo enega reagenta, medtem ko 
sem spreminjal koncentracijo drugega reagenta v končni raztopini. To sem dosegel 
tako, da sem dodajal različne volumne bodisi enega bodisi drugega reagenta. Pri 
vseh poskusih je bila koncentracija analitov enaka. Te teste sem izvajal z mešanim 
standardom koncentracije 2,5 mg/L, to je bila koncentracija po redčenju v končni 
raztopini pred injiciranjem. Izhodna koncentracija soli je bila 50 mg/L, imel pa 
sem tudi izhodno 3-odstotno raztopino vodikovega peroksida. Spodnja tabela 
prikazuje različne dodane volumne obeh reagentov pri točno določenem poskusu 
(tabela 2). 
 









1 2 1 10 
2 5 1 10 
3 1 2 10 
4 1 5 10 
5 1 1 10 
 
Vsako raztopino sem pripravil v 20-mililitrski bučki in jo analiziral na vsakih 20 
minut, celoten poskus je trajal 3 ure. Slike 11–14 prikazujejo ploščine v odvisnosti 

































Slika 12: Teofilin - vpliv koncentracije peroksida 
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Slika 14: Kofein - vpliv koncentracije peroksida 
Iz slik 11−14 je razvidno, da ima koncentracija kovinskega iona večji vpliv pri 
razpadu organske spojine kot koncentracija H2O2, kar potrdi hipotezo 1. Pri 
klasični Fentonovi reakciji, ki sledi v nadaljevanju, sem zato spreminjal le še 
koncentracijo soli, medtem ko je bila pri vseh nadaljnjih testih koncentracija 
peroksida vedno enaka. 
 
4.3 Izvajanje Fentonu podobne reakcije in Fentonove reakcije 
To je bil prvi v vrsti testov, kjer nisem več delal z mešanim standardom, ampak 
sem delal z vsakim analitom posebej. Kot je običajno pri Fentonu podobnem 
mehanizmu, sem tudi sam uporabil sol FeCl3, z Fe3+ ioni, v kombinaciji z H2O2. 
Koncentracije posamezne spojine v raztopini za poskus so znašale 20,12 μmol/L 
H2O2, 6,06 μmol/L FeCl3, 10,08 μmol/L kofeina in teofilina. Poleg tega sem 
pripravil tudi slepi raztopini analitov. Te sem pripravljal samo pri tem testu, saj se 
pri kromatogramu slepih raztopin ni pojavil noben kromatografski vrh, ki bi ga 
bilo potrebno upoštevati pri vrhovih za analite. 
Fentonova reakcija se je od prejšnje razlikovala le po uporabi druge soli, ki vsebuje 
Fe2+ ione. Uporabljal sem (NH4)2Fe(SO4)2 × 6 H2O, saj je ta v vodni raztopini 
najbolj stabilna oz. je najmanj podvržena procesu oksidacije. Tudi tu sem delal s 
koncentracijo soli, ki je v končni raztopini znašala 6 μmol/L. To je bilo nujno 
potrebno, da sem nato lahko primerjal oba tipa reakcije med seboj. Sliki 15 in 16 
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Slika 15: Vpliv obeh soli na razgradnjo kofeina 
 
Slika 16: Vpliv obeh soli na razgradnjo teofilina 
Ion Fe2+ povzroči bistveno večji razpad od soli Fe3+ in tudi razpršenost točk okrog 
območja premice, ko se padec krivulje umiri, je manjša.  
 
4.4 Vpliv različnih koncentracij soli Fe2+ 
Glede na to, da je bila razgradnja analitov pri uporabljeni soli (NH4)2Fe(SO4)2 × 6 
H2O veliko bolj učinkovita, sem izvedel še dodatna dva različna testa za vsak 
analit, pri katerih sem zgolj povečeval koncentracijo dodane soli v končni raztopini. 
Tako sem dobil neposredno primerjavo razgradnje analitov pri treh različnih 
koncentracijah soli, ki so znašale 6, 12 in 20 μmol/L. Iz slik 17 in 18 je razvidno, 
da je pri večji koncentraciji soli prišlo tudi do večje razgradnje, s čimer sem v celoti 




































6 μmol/L Fe2+ 
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Slika 17: Vpliv različnih koncentracij soli Fe2+ na razgradnjo 
 
Slika 18: Vpliv različnih koncentracij soli Fe2+ na razgradnjo 
 
4.5 Določanje reda Fentonove reakcije 
Preko računskih zvez sem poskušal določiti red reakcije. Izkazalo se je, da red 
reakcije ni celo število. Iz tega sledi, da je razpad analitov preko radikalske reakcije 
bolj kompleksen proces in bi se moral red reakcije določiti z dodatnimi 
eksperimenti.   

















Teofilin - molarna koncentracija
6 μmol/L Fe2+
12 μmol/L Fe2+

















Kofein - molarna koncentracija
6 μmol/L Fe2+ 
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• ničti red; koncentracija substrata v odvisnosti od časa; 
• prvi red; naravni logaritem koncentracije substrata v odvisnosti od časa; 
• drugi red; recipročna vrednost koncentracije substrata v odvisnosti od časa. 
Če po kateri izmed teh zvez dobimo linearno premico, lahko sklepamo na red 
reakcije. Slike 19−24 prikazujejo aplikacijo zvez na Fentonovo reakcijo. 
 
 
Slika 19: Koncentracija teofilina v odvisnosti od časa 
 
 





































6 μmol/L Fe2+ 
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Slika 21: Naravni logaritem koncentracije teofilina v odvisnosti od časa 
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Slika 23: Recipročna vrednost koncentracije teofilina v odvisnosti od časa 
 
 
Slika 24: Recipročna vrednost koncentracije kofeina v odvisnosti od časa 
Ker nikjer ni bilo dobljene linearne odvisnosti, sem lahko brez dvoma ovrgel 
pomislek, da bi lahko šlo za celoštevilski red reakcije. 
 
4.6 Vpliv interferenčnih ionov na Fentonovo reakcijo 
Kloridni ioni kot eni izmed anionov motijo potek reakcije na ta način, da delujejo 
kot lovilci hidroksilnih radikalov [1]. Posledično imamo na voljo manjšo 
koncentracijo radikalov za reakcijo z analitom in zato bi naj bila reakcija počasnejša 
ob dodatku teh anionov oziroma bi bila slabša razgradnja snovi. Sam sem to testiral 
z različnimi dodatki soli KCl. Tu gre za nevtralno sol, ki ne spremeni pH-ja 










































6 μmol/L Fe2+ 





Razgradnja kofeina in teofilina s Fentonovim reagentom v vodnih raztopinah 
28  
klasični Fentonovi reakciji brez motečih ionov. Koncentracija soli (NH4)2Fe(SO4)2 
× 6 H2O v končni raztopini je bila 20 μmol/L, saj je pod to koncentracijo prišlo do 
največjega razpada analitov. Dodajal sem tri različne koncentracije KCl, in sicer 
20, 40 in 80 μmol/L. Dobljeni rezultati so prikazani na slikah 25 in 26. 
 
 
Slika 25: Vpliv interferenčnih kloridnih ionov na učinkovitost razpada teofilina 
 
 
Slika 26: Vpliv interferenčnih kloridnih ionov na učinkovitost razpada kofeina 
Opazim, da Cl– ioni praktično ne vplivajo na obseg razpada kofeina, medtem ko gre 
pri razpadu teofilina za ravno obraten učinek. Torej manjša koncentracija dodane 
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kofeinu ni bilo efekta, pri teofilinu pa je prišlo do zaviranja reakcije. 
 
4.7 Preverjanje ponovljivosti metode 
Iz dobljenih rezultatov meritev pri testiranju ponovljivosti sem izračunal 
povprečno vrednost koncentracije za vsak analit posebej ob točno določenem času. 
Prav tako sem za vsako koncentracijo določil tudi standardni odklon. Največje 
sipanje rezultatov je bilo pričakovano pri koncentraciji ob času t = 0, nato je vsaka 
meritev prinesla manjši standardni odmik, to je še posebej razvidno pri analizi 
poskusne raztopine teofilina. Vidi se tudi padajoča oblika krivulje, ki je tipična za 
merjenje kinetike razpadnih reakcij (sliki 27 in 28). 
 
 
Slika 27: Odvisnost povprečne vrednosti koncentracij teofilina od časa reakcije in standardna deviacija 
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Test ponovljivosti je tudi potrdil zaključni sklep pri določanju vpliva 
interferenčnih ionov, in sicer, da se pri teofilinu kaže obraten efekt, medtem ko pri 
razpadu kofeina vpliva ni. 
 
4.8 LC–MS-analiza 
Preko LC–MS-analize sem skušal določiti razgradne produkte pri razpadu kofeina. 
Pri tem sem se opiral na predlagani mehanizem, ki sem ga predstavil tudi v uvodu 
magistrskega dela. V tem mehanizmu je ena od ključnih spojin dimetilparabanska 
kislina. V teoriji sem pridobil podatke o valovni dolžini, potrebni za maksimalno 
absorbanco pri parabanski kislini. Ta znaša 211 nm, kot topilo je bil uporabljen 
metanol. Sklepam da dimetilparabanska kislina absorbira pri podobni valovni dolžini, 
saj praktično ni večjih strukturnih razlik med obema spojinama. Pri LC–MS-analizi te 
spojine nisem uspel detektirati, saj sem imel v mobilni fazi prisotno poleg metanola še 
ocetno kislino, ki ima cut off valovno dolžino pri 230 nm, torej nižje nisem mogel iti. 
Snemal sem zato pri valovnih dolžinah 272 nm (kar ustreza kofeinu in teofilinu) in 254 
nm. Tako sem poskušal v mojem dosegu UV-območja zaznati kakšno od spojin, ki bi 
morebiti absorbirala katero od valovnih dolžin uporabljene svetlobe. Žal se je izkazalo, 
da na kromatogramih ni opazne nobene dodatne spojine, vidi se le zmanjšan vrh za 
kofein. Tako sem uspel dokazati le, da pri tem nastajajo spojine, ki bodisi ne 
absorbirajo v meni dosegljivem območju UV-ja ali pa sploh ne absorbirajo svetlobe in 
jih ne moremo zaznati z UV–VIS-detektorjem. Tudi iz MS-spektrov se ni dalo narediti 
uporabnih zaključkov.  
 
4.9 Vpliv pH-ja na hitrost Fentonove reakcije 
Spodaj prikazani sliki 29 in 30 množinske koncentracije v odvisnosti od časa 
prikazujeta, kako je potekala razgradnja posameznega analita pri različnih vrednostih 
pH-ja. Eksperimenti pri obeh analitih potrdijo, da bolj kot je medij kisel, bolj učinkovita 
je reakcija. Ugotovil sem, da je razgradnja najbolj učinkovita pri pH 3. Nato učinkovitost 
razgradnje pada z dvigovanjem pH-ja v smeri 5 > 7 > 9, s čimer potrdim hipotezo 4. Pri 
kofeinu je opazen drastičen preskok med kislim medijem (3 in 5) ter nevtralnim oz. 
bazičnim medijem (7 in 9). Pri teofilinu je padanje učinkovitosti reakcije bolj 
enakomerno brez preskoka med kislim in bazičnim območjem. Tudi razgradnja pri pH 
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Slika 29: Vpliv pH-ja na učinkovitost razgradnje teofilina 
 
 
Slika 30: Vpliv pH-ja na učinkovitost razgradnje kofeina 
 
4.10 Določanje koncentracij za razgradnjo pod mejo zaznave 
Slike 31−42 prikazujejo vpliv koncentracije vodikovega peroksida na razgradnjo, vpliv 
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Kofein - vpliv pH na razgradnjo
100 μmol/L H2O2 - pH = 3
100 μmol/L H2O2 - pH = 5
100 μmol/L H2O2 - pH = 7



















Teofilin - vpliv pH na razgradnjo
100 μmol/L H2O2 - pH = 3
100 μmol/L H2O2 - pH = 5
100 μmol/L H2O2 - pH = 7
100 μmol/L H2O2 - pH = 9
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Slika 42: Vpliv koncentracije soli Fe2+ na učinkovitost razgradnje kofeina 
 
Iz slik, ki predstavljajo vpliv treh različnih koncentracij H2O2 (5 µmol/L, 50 µmol/L in 
100 µmol/L) na razgradnjo preiskovanih analitov, je moč razbrati, da sta sicer 
koncentraciji 50 µmol/L in 100 µmol/L v območju kislih pH-jev dokaj podobno 
učinkoviti, a vseeno je dosežen večji delež razgradnje pri koncentraciji 100 µmol/L.  
 
Tudi pH 3 je malo bolj učinkovit kot pH 5. To zelo nazorno potrdita krivulji na slikah 45 
















Teofilin - vpliv soli
5 μmol/L Fe2+ - pH = 3
20 μmol/L Fe2+ - pH = 3
50 μmol/L Fe2+ - pH = 3
















Kofein - vpliv soli
5 μmol/L Fe2+ - pH = 3
20 μmol/L Fe2+ - pH = 3
50 μmol/L Fe2+ - pH = 3
100 μmol/L Fe2+ - pH = 3
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medtem ko je v območju pH 5 vseeno rahlo motna. Torej pH 3 najbolj ščiti Fe2+ ione pred 
oksidacijo in posledično je reakcija oksidacije analitov pri pH 3 najboljša.  
 
Sliki 41 in 42 pa predstavljata še vpliv spreminjajoče se koncentracije soli Fe2+ na 
razgradnjo analitov. Tu je že bil upoštevan kisel medij (pH 3) in koncentracija H2O2 100 
µmol/L. Zanimalo me je le še, kakšna mora biti koncentracija soli, da bom dobil pogoje, 
preko katerih bom dosegel koncentracijo analitov pod mejo zaznave. Razvidno je, da gre 
za koncentracijo soli, ki prav tako znaša 100 µmol/L. Pri obeh analitih sem tu prišel že v 
5. min meritve do koncentracije, ki je pod mejo zaznave in vrha ter posledično ploščine 








Fentonova reakcija je vse bolj uporabna v praktične namene, saj organska 
onesnaževala v odpadnih vodah in podtalnici predstavljajo vse večjo težavo. Ob 
tem se je potrebno zavedati, da lahko pri razpadu nastanejo snovi, ki so potencialno 
še bolj toksične od same izhodne organske spojine, zato je včasih smotrno 
razmisliti, ali je aplikacija razpadne reakcije smiselna ali ne. Za določitev 
razpadnih produktov si lahko pomagamo s sklopljeno tehniko LC–MS-analize. 
Poleg Fentonove reakcije obstajajo tudi drugi načini razgradnje organskih spojin, 
ki prav tako temeljijo na uporabi hidroksilnih radikalov. To je na primer uporaba 
nanodelcev TiO2.  
 
Najprej sem preveril vpliv posameznih reagentov (soli in vodikovega peroksida) 
pri Fentonu podobnem mehanizmu. Spreminjal sem tako volumen dodatka soli 
(FeCl3) posebej, kot tudi volumen dodatka H2O2. Ugotovil sem, da ima sol večji 
pomen pri razpadu organske spojine kot H2O2. Ker je Fentonova reakcija tej zelo 
podobna, sem zato pri nadaljnjem delu s Fentonovim reagentom v večini 
spreminjal le še koncentracijo soli, pri čemer je koncentracija peroksida ostajala 
enaka.  
 
Sledila je neposredna primerjava reakcij s soljo Fe3+ in soljo Fe2+. Vse 
koncentracije reagentov kot tudi koncentracije analitov so bile pri obeh 
reakcijah enake. Le tako sem namreč lahko prišel do neposrednega odgovora, 
kako valenca železa vpliva na učinkovitost razgradnje. Izkazalo se je, da Fe2+ 
povzroči bistveno večji razpad od soli Fe3+, torej je Fentonova reakcija bolj učinkovita 
od Fentonu podobne reakcije.  
 
Ugotavljal sem, kako različne koncentracije dodane soli vplivajo na učinkovitost 
reakcije. V ta namen sem spreminjal tri različne koncentracije Fe2+ v končni raztopini. 
Rezultat je bil pričakovan, saj je največjo razgradnjo povzročila največja dodana 
koncentracija soli.  
 
Skušal sem določiti tudi red reakcije. Izkazalo se je da ima reakcija neceloštevilski red, 
delnih redov pa nisem ugotavljal. Testiral sem vpliv Cl– ionov, da sem potrdil njihov 
največji vpliv pri zaviranju reakcije. Naredil sem primerjavo reakcije brez dodatka KCl 
in s tremi različnimi koncentracijami KCl. Koncentracija Fe2+ je znašala 20 μmol/L, 
saj je prej pod to koncentracijo prišlo do največjega razpada analitov. Preko testov 
sem prišel do zaključka, da Cl– ioni ne ovirajo razpada kofeina, medtem ko gre pri 
razpadu teofilina za ravno obraten učinek. Torej manjša koncentracija dodane 
interferenčne soli bolj zavre reakcijo. Da bi lahko ugotovil, ali pri kofeinu Cl– ioni 
dejansko ne ovirajo razpada in so majhne razlike med koncentracijami dejansko 
prisotne samo zaradi sipanja rezultatov pri eksperimentalnem delu, sem preveril 
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dejansko sipanje rezultatov preko testa ponovljivosti. Test je potrdil domnevo, da 
Cl– ioni ne vplivajo na zaviranje reakcije razpada kofeina.  
 
V nadaljevanju sem testiral vpliv pH-ja medija na hitrost reakcije razpada. Testiral 
sem štiri različne vrednosti pH (3, 5, 7 in 9). Preko poskusov sem dokazal, da je 
najbolj učinkovita razgradnja analitov potekala pri pH = 3.  
 
Preko LC–MS-analize sem uspel le dokazati, da pri reakciji nastajajo spojine, ki 
bodisi ne absorbirajo v meni dosegljivem območju UV-ja ali pa sploh ne absorbirajo 
svetlobe in jih ne moremo zaznati z UV–VIS-detektorjem. Tudi iz MS-spektrov se ni 
dobilo uporabnih zaključkov.  
 
V zaključku eksperimentalnega dela sem iskal koncentracije reagentov za razgradnjo 
pod mejo zaznave. V ta namen sem najprej spreminjal koncentracijo H2O2 pri vseh 
štirih različnih vrednostih pH-ja. Tu sem ugotovil, da so najboljši pogoji za razgradnjo 
100 μmol/L H2O2 in pH = 3. Nato pa sem pri teh pogojih spreminjal še 
koncentracijo soli. Koncentracija soli Fe2+, pri kateri sem dobil koncentracijo pod 
mejo zaznave, je znašala 100 μmol/L. Pogoji za »popolno« razgradnjo 
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